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© RESUMEN 



Se ha identificado el factor de transcripcion Snail como un represor de la 
expresion de cadherina E. La expresion de Snail induce capacidad invasiva y 
metastasica en celulas tumoral es . La presente invencion presenta: - una nueva 
proteina diana. Snail, para la identif icacion de nuevos compuestos antitumorales y 
- un nuevo marcador de pronostico de tumores, indicativo de invasion tisular y 
capacidad metastasica. 
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TITULO 

SNAIL, NUEVO MARCADOR DE PROGRESION TUMORAL Y PROTEINA 
DIANA DE NUEVOS COMPUESTOS ANTITUMORALES. 

5 SECTOR DE LA INVENCION 

Biomedicina. Proteinas diana de compuestos antitumorales. 
Sistema de identification de candidatos a compuestos antitumorales 

Marcadores de invasion y metastasis tumorales, su uso como marcadores de pronostico d£"* 
la enfermedad y como gufa de Ios profesionales medicos para seleccionar o evalu$f : * 
10 tratamientos. 

ESTADO DE LA TECNICA "" .: 

La protefna cadherina E no solo se ha comprobado que media en la adhesion 
intercelular de celulas epiteliales durante el desarrollo embrionario y en los tejidos adultos**"*" 

15 sino que ademas esta implicada en la transformation fenotipica que se observa en lo's*;* 
tumores epiteliales durante su progresion a tumores invasivos. En este proceso de invasion**".; 
de las celulas tumorales la expresion de la protefna cadherina E se reduce o se anula y esta*"* 
perdida se asocia con la adquisicion de propiedades migratorias. La s alteraciones ". 
funcionales de cadherina E y/o sus proteinas asociadas, cateninas, han sido asotiadas colt;** 

20 una menor diferenciacion y mayor agresividad tumoral [Takeichi, M. Cadherins in cancer:*;"; 
implications for invasion and metastasis. Curr. Op. Cell Biol. 5, 806-811 (1993)";*"* 
Birchmeier, W. & Behrens, J. Cadherin expression in carcinomas: role in the formation of 
cell junctions and the prevention of invasiveness. Biochim. Biophys. Acta 1198, 11-26 
(1994)] e incluso se han visto implicadas en la transition de adenomas a carcinomas 

25 invasivos [Perl, A.K., P. Wilgenbus, U. Dahl, H. Semb & Christofori, G. A causal role for 
E-cadherin in the transition from adenoma to carcinoma. Nature 392, 190-193 (1998).]. Por 
todo ello, el gen de la cadherina E ha sido considerado como un gen supresor de la invasion 
tumoral [Frixen, U. H., et al. E-cadherin-mediated cell-cell adhesion prevents invasivenesss 
of human carcinoma cells. J. Cell Biol. 113, 173-185 (1991); Vleminckx, K., Vakaet, L. J., 

30 Mareel, M., Fiers, W. & Van Roy, F. Genetic manipulation of E-cadherin expression by 
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epithelial tumor cells reveals an invasion suppressor role. Cell 66, 107-1 19 (1991); Miyaki, 
M. et al.. Increased cell-substratum adhesion, and decreased gelatinase secretion and cell 
growth, induced by E-cadherin transfection of human colon carcinoma cells. Oncogene 11, 
2547-2552 (1995); Llorens, A. et al. Downregulation of E-cadherin in mouse skin 
5 carcinoma cells enhances a migratory and invasive phenotype linkend to matrix 
metalloproteinase-9 gelatinase expression. Lab. Invest. 78, 1-12 (1998).] por lo que los 
mecanismos moleculares que controlan su expresion o funcion son de suma importancia en 
el conocimiento de los procesos tumorales invasivos. *i* 
La expresion del gen de la cadherina E esta regulada por varios elementds*-'* 
10 loc .?M?. a _dos en la region 5; proximal de su promotor [Behrens, J., Lowrick, O., Klein, H. L. 

& Birchmeier, W. The E-cadherin promoter: functional analysis of a GC-rich region and an...(^ 
epithelial cell-specific palindromic regulatory element. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88;**-: 
1 1495-1 1499 (1991); Ringwald, M., Baribault, H., Schmidt, C. & Kemler, R. The structure 
of the gene coding for the mouse cell adhesion molecule uvomorulin. Nucleic Acids Res.***" 
15 19, 6533-6539 (1991); Bussemakers, M. J., Giroldi, L. A., van Bokhoven A. & Schalken, j.'^f 
A. Transcriptional regulation of the human E-cadherin gene in human prostate cancer ceii'lf ■ 
lines: characterization of the human E-cadherin gene promoter. Biochem. Biophys. Res.""** 3 
Commun. 203, 1284-1290 (1994); Giroldi, L. A. et al. Role of E-boxes in the repression of. " 
E-cadherin expression. Biochem. Biophys. Res. Commun. 241, 453-458 (1997)]. Entre'j'- 
20 ellos, destaca el elemento E-pal que contiene dos cajas E, identificado en el promotor de la": 
cadherina E de raton (entre las posiciones -90 a -70) y que actua como represor en celulas"." 
normales y transformadas deficientes de cadherina E [Behrens, J., Lowrick, O., Klein, H. L. " 
& Birchmeier, W. The E-cadherin promoter: functional analysis of a GC-rich region and an 
epithelial cell-specific palindromic regulatory element. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 
25 1 1495-1 1499 (1991); Hennig, G., Lowrick, O., Birchmeier, W. & Behrens, J. Mechanisms 
identified in the transcriptional control of epithelial gene expression. J. Biol. Chem. 271, 
595-602 (1996); Faraldo, M. L., Rodrigo, I., Behrens, J., Birchmeier, W. & Cano, A. 
Analysis of the E-cadherin and P-cadherin promoters in murine keratinocyte cell lines from 
different stages of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog. 20, 33-47 (1997); Rodrigo, 
30 I., Cato, A.C.B. & Cano, A. Regulation of E-cadherin gene expression during tumor 
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progression: the role of a new Ets-binding site and the E-pal element. Exp. Cell Res. 248, 
358-371 (1999)]. Los factores de transcripcion que interactuan con este elemento o en la 
region correspondiente del promotor del gen de cadherina E humano [Bussemakers, M. J., 
Giroldi, L. A., van Bokhoven A. & Schalken, J. A. Transcriptional regulation of the human 
E-cadherin gene in human prostate cancer cell lines: characterization of the human E- 
cadherin gene promoter. Biochem. Biophys. Res. Commun. 203, 1284-1290 (1994); 
Giroldi, L. A. et al. Role of E-boxes in the repression of E-cadherin expression. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 241, 453-458 (1997)] son desconocidos. * : .' 

Los factores de transcripcion potenciales represores de la expresion del gen de £a ,,: 
cadherina E podn'an ser de gran utilidad en la identificacion de nuevos candidatos 
antitumorales que actuaran inhibiendo la funcion de estos factores, y por tanto del procesb.. 
invasivo y metastasico. Ademas, su presencia podn'a utilizarse como marcadores d*e**' 
progresion y malignidad tumoral. 



DESCRIPCION 

Descripcion resumida 

Se ha identificado el factor de transcripcion Snail corrj^ unrepresor.^ 
de cadherina E, actuando por interaccion directa con la caja E2 del elemento E-pal de*!";"; 
promotor. La expresion ectopica de Snail en celulas epiteliales induce la transicion epitelio*-*:*: 
mesenquima y la adquisicion de propiedades migratorias concomitante a la inhibicion de la!" 
expresion de cadherina E y la perdida de otros marcadores de diferenciacion epitelial. La 
presente invencion presenta, y forman parte de ella: 

- una nueva proteina diana para la identificacion de nuevos compuestos 
antitumorales. y 

- un nuevo marcador de invasion y metastasis tumoral y su uso como marcador de 
pronostico de la enfermedad y como guia de los profesionales medicos para 
seleccionar o evaluar tratamientos. 
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Description detallada 

Snail es un factor de transcription que actua como represor directo de la 
expresion de cadherina E. 

La identification de los factores de transcription que interaccionan con el elemento 
E-pal se realizo mediante una aproximacion tipo hibrido sencillo ("one-hybrid") usando la 
secuencia E-pal de raton (-90/-70) oligomerizada para dirigir la expresion del gen HIS3 de. 
5. cerevisiae como cebo y una genoteca de cDNA de NIH3T3 fusionada al dominio de 
activation GAL4 como presa. Se aislaron 130 clones capaces de interaccionar con (y dirigir 
la transcription del gen testigo HIS3) la construction que contiene el elemento E-pal nativo.' 
y que no reconocieron el elemento oligomerico mutado. Esta forma mutada del elemento E- . 
pal contiene 2 bases cambiadas (TT en lugar de GC) que eliminan la caja E2. Esta forma 
mutada ha sido descrita como responsable de la elimination del efecto represor en el' 
promotor de la cadherina E de raton [Hennig, G., Lowrick, O., Birchmeier, W. & Behrens,: 
J. Mechanisms identified in the transcriptional control of epithelial gene expression. J. Biol. : 
Chem. 271, 595-602 (1996); Faraldo, M. L., Rodrigo, I., Behrens, J., Birchmeier,-W. &'■ 
Cano, A. Analysis of the E-cadherin and P-cadherin promoters in murine keratinocyte cell 
lines from different stages of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog. 20, 33-47 (1997)]. ' 

La secuenciacion de los clones aislados permitio identificar que un 49% de los : 
mismos contem'an insertos que codificaban para la secuencia completa o partial del cDNA 
de Snail de raton [Nieto, M. A., Bennet, M. F., Sargent, M. G. & Wilkinson, D. G. Cloning 
and developmental expression of Sna, a murine homologue of the Drosophila snail gene. 
Development 116, 227-237 (1992); Smith, D. E., Del Amo, F. F. & Gridley, T. Isolation 
ofSna, a mouse homologous to the Drosophila gene snail and escargot: its expression 
pattern suggests multiple roles during postimplantation development. Development 116, 
1033-1039 (1 192)], mientras que un unico clon codificaba para una secuencia parcial del 
cDNA de Slug de raton. 

L, Para determinar el efecto de Snail como un factor de transcription en el contexto de 
la region proximal del promotor de cadherina E (-178/+92), se subclono la secuencia 
completa del cDNA de Snail en un vector de expresion (pcDNA3) y se analizo su actividad 
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por cotransfeccion en dos lineas celulares de queratinocitos epidermicos de raton, MCA3D 
y PDV. Ambas h'neas habfan sido caracterizadas previamente por el alto nivel de expresion 
de cadherina E y de la actividad del promotor [Faraldo, M. L., Rodrigo, I., Behrens, J., 
Birchmeier, W. & Cano, A. Analysis of the E-cadherin and P-cadherin promoters in murine 
keratinocyte cell lines from different stages of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog. 
20, 33-47 (1997)- Rodrigo, I., Cato, A.C.B. A^Canc^A. Regulation of E-cadherin gene 
expression during tumor progression: the role of a new Ets-binding site and the E-pal. 
element. Exp. Cell Res. 248, 358-371 (1999); Navarro, P. et al. A role for the E-cadherin, 
cell-cell adhesion molecule in tumor progression of mouse epidermal carcinogenesis. J. 
Cell Biol. 115, 517-533 (1991)]. La_cotransfecci6n de Snail en celulas MCA3D (Fig. 1A) y." 
PDV (Fig. IB) produjo una fuerte represion del _ promotor nativo de cadherina E (95% y.. 
75%, respectivamente), pero no del promotor que contiene la caja E2 mutada.(Fig. 1). Estos 
resultados confirman los obtenidos por el metodo de screening one-hybrid y demuestran*. 
que Snail es un represor directo de la transcripcion del gen de la cadherina E actuando a : 
traves de su union a la caja E2 del elemento E-pal. : 

Snail induce la conversion fibroblastica de celulas epiteliales y la adquisicion de 
migracion 

Para proporcionar mas datos sobre el papel de la proteina Snail en la regulacion del ' 
gen de la cadherina E y su participacion en la transicion epitelio-mesenquima, se expreso 
ectopicamente en varias h'neas celulares. La expresion transitoria de Snail se analizo 
inicialmente en las h'neas de queratinocitos MCA3D y PDV, que presentan la ventaja de su 
capacidad de crecer en grupos aislados estableciendo fuertes contactos intercelulares 
mediados por cadherina E incluso a baja densidad, y exhiben muy baja motilidad celular 
[Navarro, P. et al. A role for the E-cadherin cell-cell adhesion molecule in tumor 
progression of mouse epidermal carcinogenesis. J. Cell Biol. 1 15, 517-533 (1991); Lozano, 
E. & Cano, A. Cadherin/catenin complexes in murine epidermal keratinocytes: E-cadherin 
complexes containing either b-catenin or plakoglobin contribute to stable cell-cell contacts. 
Cell Adh. Commun. 6, 51-67 (1998); Gomez M., Navarro P. & Cano A. Cell adhesion and 
tumor progression in mouse skin carcinogenesis: increased synthesis and organization of 
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fibronectin is associated with the undifferentiated spindle phenotype. Invasion & Metastasis 
14,17-26 (1994); Frontelo, P. et al. Transforming growth factor bl induces squamous 
carcinoma cell variants with increased metastasic abilities and a disorganized 
cystoskeleton. Exp. Cell Res. 244, 420-432 (1998)]. La sobreexpresion de Snail elimino los 
COntac l 0 l i ntercclulares en las 24 " 48 horas despuds de la transfeccion ..en ambos tipos 
f^l^J^como con secuencia de la inhibicion de la expresion de cadherina E (Fig. 2 b y 2 f) 
y de otras proteinas asociadas, como plakoglobina. Simultaneamente a estos cambios, la. 
morfologia de las celulas transfectadas con Snail se encuentra profundamente alterada. En 
ambas h'neas celulares se observaron abundantes prolongaciones de membrana y largos 
filamentos asemejando "filopodia". 

La expresion estable de Snail se realizo en la linea celular MDCK, la cual exhibe un.. 
fenotipo epitelial "prototipico" y en cultivo se dispone en una monocapa. Este fenotipo no 
se ve afectado por la expresion del vector control en seis clones independientes aislados; 
(Fig. 3 a), que mantienen la expresion de cadherina E (Fig. 3 b) y de plakoglobina (Fig. 3 c): 
en los contactos intercelulares. Sin embargo, la expresion estable de Snail induce una : 
dramatica conversion a un fenotipo fibroblastico completamente desdiferenciado. Las : 
celulas MDCK transfectadas con Snail pierden la capacidad de crecer como una monocapa 
y de su inhibicion por contacto. En su lugar, estas celulas forman redes creciendo unas ' 
sobre otras con extensiones de membrana extremadamente largas (Fig. 3 d). El analisis de : 
la expresion de cadherina E y plakoglobina mostro la perdida de ambas moleculas en las 
celulas MDCK transfectadas con Snail (Fig. 3 e, f). Adicionalmente, la expresion estable de 
Snail en las celulas MDCK indujo un fuerte comportamiento migratorio, lo que se 
comprobo mediante ensayos de migracion en heridas inducidas en los cultivos (Fig. 4). 

Snail se expresa en tumores indiferenciados y en zonas de invasion de 
carcinomas epidermoides. 

El analisis de la expresion endogena de Snail por RT-PCR en un panel de h'neas 
celulares que van'an en la expresion de cadherina E mostro una correlacion inversa entre la 
expresion de ambas moleculas y una asociacion de la expresion de Snail con la capacidad 
invasiva y metastasica de las mismas (Fig. 5). La cedherina E se observo en la linea celular 



epitelial, no tumoral MCA3D y en la linea celular tumoral PDV, que a pesar de su origen 
tumoral no presenta capacidad invasiva ni metastasica. Sin embargo, en ninguna de ellas se 
constato la presencia de Snail. Por el contrario, en las lineas celulares tumorales con 
capacidad invasiva y metastasica, HaCa4 y Carb, la ausencia de cadherina E se asociaba 
5 con la presencia de Snail. 

La expresion de Snail se analizo mediante hibridacion in situ en tumores 
epidermoides inducidos en ratones inmunodeprimidos bien por las diferentes lineas, bien.:. 
por tratamiento qui'mico en la piel del raton. En ambos casos, se observo una alta expresion 
de Snail en tumores indiferenciados (Fig. 6f, h) y en zonas de invasion de carcinomas 
10 epidermoides (Fig. 6 1) que han perdido la expresion de cadherina E (Fig. 6 k). Por el : 
contrario, no se detecto expresion de Snail en tumores bien diferenciados no invasivos (Fig.... J 
6 b, 6 d). 

En conjunto, estos datos muestran que Snail es un represor directo de la expresion".--"* 
^ de cadherina E, implicado en la transition epitelio-mesenquima que ocurre -durante- la". ; ".. : 

15/ 7 invasion tumoral. Por tanto, la presencia de Snail es un nuevo marcador de progresion : .L. : 

■ tumoral, especificamente asociado a la adquisicion del fenotipo invasivo y metastasico, lo : .:..' 
que permite su uso como un marcador pronostico de tumores humanos y como guia de los ... 
/ profesionales medicos para seleccionar o evaluar tratamientos antitumorales, y que forma.;*.", 
parte de la presente invencion. 

20 Ademas, estos datos indican claramente el papel inductor directo de Snail en la-.. : - 

adquisicion de estas caracten'sticas de invasion y metastasis tumoral por lo que Sanil puede 
considerarse una proteina diana de nuevos compuestos antitumorales. A partir de esta 
proteina se pueden elaborar ensayos para la identification de nuevos candidatos 
antitumorales basados en lineas celulares transformadas por la proteina Snail y en donde el 

25 analisis de la regulacion de la expresion de Snail por un candidato antitumoral identificaria 
nuevos compuestos antitumorales, y que forman parte de la presente invencion. El analisis 
de la regulacion de la expresion de Snail podria realizarse mediante la determination de la 
presencia o no Snail tras el contacto con el candidato antitumoral, o tambien a traves de 
otro tipo de senal de la inhibition de la funcion de Snail en celulas transformadas con genes 

30 testigo, ej. HIS3 y LacZ, y que forman parte de la presente invencion. 
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Figura 1.- Snail reprime la actividad del promotor de la cadherina E en lineas 
celulares epiteliales. Celulas MCA3D (Fig. 1A) y PDV (Fig. IB) se transfectaron con el 
promotor nativo de Caherina E (wt-178) o con una version mutada (mE-pal) fusionada al 
gen marcador CAT en presencia de l(g de vector pcDNA3 control o conteniendo Snail. La 
grafica presenta los niveles de actividad CAT del promotor. La actividad del promotor se 
expresa como medida relativa a la del promotor nativo en presencia del vector control. 



Figura 2.- La expresion transitoria de Snail en queratinocitos epidermicos induce 
perdida de cadherina E y plakoglobina y perdida de adhesion celula-ceiula. Se; 

transfectaron celulas MCA3D (a-d) y PDV (e-h) con vector control (mock, a,c,e,g)) a 
conteniendo el cDNA de Snail (b,d,g,h) y se analizo la presencia de cadherina E y 
plakoglobina por inmunocitoqui'mica visualizada por microscopia confocal a las 48 horas. " 

Figura 3.- La transfeccion estable de Snail en celulas epiteliales MDCK induce una : 
conversion epitelio-mesenquima concomitante con la perdida de cadherina E y" 
plakoglobina. Imagenes de contraste de fases de celulas transfectadas con el vector 
control (a) y con el vector conteniendo Snail (d). Imagenes de microscopia confocal que 
muestran expresion de cadherina E (b, e) y plakoglobina (c, f) en celulas control y 
transfectadas con Snail, respectivamente. 



Figura 4.- Snail induce un fenotipo migratorio en celulas epiteliales. El comportamineto 
migratorio se analizo en un modelo de herida in vitro. Los cultivos de celulas MDCK 
controles (mock) o transfectadas con Snail se aranaron con una punta de pipeta y se 
tomaron fotograflas inmediatamente (t=0, a. d) y 1 0 horas despues (b, e). 

Figura 5.- Analisis de la expresion, endogena de Snail por RT-PCR en un panel de 
lineas celulares. La expresion endogena de Snail se correlaciona inversamente con la de 
cadherina E en lineas celulares de queratinocitos de raton normales y transformadas. 
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Figura 6.- La expresion de Snail se asocia a carcinomas invasivos y a areas de invasion 
en carcinomas epidermoides. Se indujeron tumores en ratones desnudoscon celulas PDV 
(a-d) o CarB (e-h) o por tratamiento quimico (i-1). Se analizaron por hibridacion in situ con 
sondas para cadherina E (a,c,e,g,i,k) o para Snail (b,d,f,hj,l). Cadherina E se expresa en 
areas diferenciadas de los carcinomas epidermoides (a,c,i,k), mientras que en estos tumores 
no se aprecia expresion de Snail (b,d,j). Los carcinomas invasivos no expresan cadherina E 
(e,g) y expresan Snail (f,h). En tumores inducidos qui'micamente, se observa expresion de.: 
Snail en areas indiferenciadas invasivas (1, que no expresan cadherina E (k). 



10 EJEMPLOS : — ' 

Ejemplo 1. Aislamiento del cdna de snail de raton utilizando la metodologia del... 
hibrido sencillo 

El oligonucleotide que contiene la secuencia del elemento E-pal del promotor de:.--"- 
cadherina-E (CD-E) de raton (nucleotidos de -90 a -70) conteniendo dianas para los".-., 

15 enzimas de restriccion Sail en 5' y Xhol en 3' se concateno en sentido directo hasta un total 1 . "... 
de 6 repeticiones completas mediante ligacion con tecnicas habituales, aislamiento en geles-.:.. 
de poliacrilamida y clonaje en el vector pHISi (Clontech, Palo Alto, CA) que contiene el 
gen testigo HIS3 de S. cerevisiae, y elementos de replication de levadura y bacterias y 
genes de seleccion apropiados. De esta forma la expresion del gen HIS3 queda bajo el*... 

20 control del elemento E-pal concatenado. La correcta insertion de las secuencias reguladoras ..-J 
se comprobo mediante PCR, digestion con enzimas de restriccion apropiados y*** : 
secuenciacion. El vector "cebo" asi generado se denomino pHIS-E6. El mismo metodo se 
utilizo para generar vectores en los que se introdujo una version mutante del elemento E- 
pal, tambien concatenado 6 veces en sentido directo, en la que los dos oligonucleotides 

25 centrales, GC, fueron sustituidos por TT. Al vector "cebo" mutante generado se le 
denomino pHIS-mE6. Los vectores cebo pHIS-E6 y pHIS-mE6 se integraron 
independientemente en el locus cromosomico URA3 de la cepa de levadura YM4271 
(Clontech, Palo Alto, Ca) mediante tecnicas habituales de transformation y seleccion de 
estirpes estables que mantienen el crecimiento en presencia de 20 mM 3-aminotriazole 

30 (3ATZ). Las estirpes seleccionadas se denominaron E-pal HIS3 (construction E-pal nativo) 
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y mE-pal HIS3 (construction E-pal mutada). La estirpe de levadura E-pal HIS3 fue 
sometida a transformation con una genetoca de cDNA comercial de celulas NIH3T3 que 
contiene los diferentes insertos de cDNA fusionados al dominio de activation de GAL4 en 
el vector pACT2 (Clontech, Palo Alto, Ca), amplificada previamente para obtener un titulo 
de 3x106 clones independientes mediante tecnicas habituales. Las levaduras transformantes 
se seleccionaron por su capacidad de crecimiento en ausencia de Histidina y en presencia 
de 20 mM 3ATZ, aislandose 300 clones independientes. Los plasmidos conteniendo las. 
diferentes secuencias de cDNA se aislaron de las levaduras transformantes y fueron. 
utilizados posteriormente para transformar E.coli (cepa DH5a), recuperandose 221 clones 
independientes de E. coli de los que se aislaron los plasmidos correspondientes. Para" 
eliminar falsos positivos los 221 plasmidos se introdujeron independientemente en paralela. 
en las estirpes de levadura generadas previamente conteniendo el gen HIS3 bajo el control 
del elemento E-pal silvestre (estirpe E-pal HIS3) o E-pal mutado (estirpe mE-pal HIS3),". 
seleccionandose aquellos plasmidos que conferian crecimiento en ausencia de histidina y : 
leucina y en presencia de 20 mM 3ATZ exclusivamente en la estirpe E-pal HIS3, siendo su : 
numero total de 130. Los insertos de dichos plasmidos fueron analizados inicialmente* 
mediante digestiones con diversos enzimas de restriction y sometidos a secuenciacion en 
un secuenciador automatico. Las secuencias obtenidas se analizaron en bancos de datos de # 
cDNA utilizando el programa BLAST/FASTA. 49% de los clones identificados " 
codificaban para la secuencia total o parcial del cDNA de Snail de raton. 



Ejemplo 2. Transfeccion transitoria y estable de tnsnail en celulas epiteliales 

La secuencia completa del cDNA Snail de raton (mSnail) contenida en uno de los 
clones identificados en el screening del hi'brido sencillo se aislo del vector pACT2 mediante 
digestion con los enzimas de restriction EcoRIy Hindlll y se subclono en los sitos 
EcoRl/Hindlll del vector pcDNA3 (Invitrogene), que contiene el gen neo que confiere 
resistencia al antibiotico G418 y se secuencio en los dos extremos. Al vector asf generado 
se le denomino pcDNA3-mSnaiI. 

La construction del promotor de cadherina E de raton, -178, que contiene las 
secuencias de -178 a +92 pb del gen fusionadas al gen testigo CAT (Chloramfenicol Acetyl 
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Transferase), y la construccion mEpal (en la que los dos nucleotides centrales GC del 
elemento E-pal se mutaron por TT) se han descrito previamente [Behrens, J., Lowrick, O., 
Klein, H. L. & Birchmeier, W. The^-cadherin promoter: functional analysis of a GC-rich 
region and an epithelial cell-specific palindromic regulatory element Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 88, 11495-11499 (1991); Hennig, G., Lowrick, O., Birchmeier, W. & Behrens, J. 
Mechanisms identified in the transcriptional control of epithelial gene expression. J. Biol. 
Chem. 271, 595-602 (1996); Faraldo, M. L., Rodrigo, I., Behrens, J., Birchmeier, W. & 
Cano, A. Analysis of the E-cadherin and P-cadherin promoters in murine keratinocyte cell" 
lines from different stages of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog. 20, 33-47 (1997)]*'" 
y fueron cedidas por el Dr. J. Behrens. 

a) Analisis de la actividad del promotor de cadherina E 

Las celulas MCA3D y PDV se sembraron a subconfluencia (3xl05celulas/placa de 
6 cm de diametro, P-60) en medio de crecimiento HamF12 conteniendo 10% suero bo vino..- 
fetal (Gibco) y se incubaron 24 h a 37°C en un incubador conteniendo 5%-C02 y un.a^- 
humedad del 95%. A continuacion, el medio fue reemplazado por medio fresco DMEM,.'- 
10% suero bovino fetal manteniendose en el incubador durante 6 h adicionales. Los 
cultivos fueron sometidos a cotransfeccion utilizando Lipofectamina Plus (Life^'- 
Technologies), siguiendo las instrucciones del proveedor, utilizando 2.5 jag de £a : • 
construccion -178, mE-pal o el vector control pCATbasic (carente de secuencias : . " 
promotoras) (Promega) y en presencia de 1 \ig de pcDNA3-mSnail o del plasmido pcDNA3 " : . 
vacio. Como control adicional, la actividad de las construcciones del promotor de cadherina 
E se comparo con la del vector pCAT-control (Promega) que contiene el gen testigo CAT 
bajo el control del promotor de SV-40, por lo que las celulas se transfectaron en paralelo 
con dicho vector. La eficiencia de la transfeccion se analizo por cotransfeccion en todos los 
cultivos con 2.5 p.g del plasmido CMV-Luc que contiene el gen testigo luciferasa bajo el 
control del promotor de cytomegalovirus. 24 h despues de la transfeccion el medio fue 
eliminado y tras lavar con PBS las celulas se recogieron raspando suavemente las placas y 
se sometieron a centrifugacion (2.000 rpm, 4 min). Los extractos se obtuvieron 
resuspendiendo el pellet celular en 100 ul de un tampon conteniendo 10 mM Fosfato pH 
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8.0 y sometidas a 4 ciclos de congelacion en N 2 Hquido-descongelacion a 37°C. La 
actividad luciferasa se determino inicialmente en alicuotas de 5 ui utilizando un kit 
comercial y un luminometro. Alicuotas de los diferentes extractos conteniendo actividades 
equivalentes de luciferasa se analizaron para la actividad CAT, utilizando como sustrato 
C 14 -chloramfenicol (Amersham) y como cofactor Acetil-CoA (Sigma) siguiendo el metodo 
descrito previamente [Faraldo, M. L., Rodrigo, I., Behrens, J. 5 Birchmeier, W. & Cano, A. 
Analysis of the E-cadherin and P-cadherin promoters in murine keratinocyte cell lines from_ 
different stages of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog. 20, 33-47 (1997); Rodrigo," 
I., Cato, A.C.B. & Cano, A. Regulation of E-cadherin gene expression during tumor 
progression: the role of a new Ets-binding site and the E-pal element. Exp. Cell Res. 248,... _ 
358-371 (1999)]. La actividad CAT obtenida en celulas MCA3D y PDV para la"| 
construccion -178 del promotor nativo de cadherina E fue el 70% y 50%, respectivamente, 
de la del vector pCAT-SV40. Las actividades CAT obtenidas se normalizaron a la obtenida . 
con la construccion -178 en presencia del vector vacio pcDNA3 en cada linea celular. Los.-*, 
ensayos de transfeccion fueron realizados en cultivos duplicados equivalentes de cada una,,,** . 
de lmeas celulares para todas las condiciones experimentales analizadas. ; 

b) Efecto de la expresion de mSnail en el fenotipo celular y expresion de.. : 
marcadores epiteliales : : : 

Se realizaron transfecciones transitorias con 2 jag de mSnail (vector pcDNA3-"-* 
mSnail) y controles "mock" (vector vacio pcDNA3) en las h'neas de queratinocitos de raton!:. 
MCA3D y PDV, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente, excepto que las celulas 4 
se sembraron sobre cubreobjetos circulares (1.2 cm de diametro) depositados sobre las 
placas P-60. Al cabo de 24h y 48h tras la transfeccion los cristales correspondientes a las 
dos condiciones experimentales de cada linea celular se fijaron con metanol (-20°C) durante 
30 s, y se sometieron a analisis de la expresion de cadherina E y plakoglobina mediante 
inmunofluorescencia [Navarro, P. et al. A role for the E-cadherin cell-cell adhesion 
molecule in tumor progression of mouse epidermal carcinogenesis. J. Cell Biol. 115, 517- 
533 (1991)]. Las imagenes fueron analizadas en un microscopio confocal (Leica) 
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Transfecciones estables de mSnail y control "mock" se realizaron en la lmea 
epitelial MDCK, crecidas en medio DMEM, 10% suero bovino fetal, en cultivos paralelos 
y siguiendo el protocolo descrito anteriormente. A las 48-72 h de la transfeccion, cuando 
los cultivos alcanzaron la confluencia, el medio se cambio por medio fresco y se le anadio 
5 400 ug/ml de G418, seleccionandose las celulas resistentes a G418 al cabo de 2-3 semanas 
de crecimiento en presencia del antibiotico. La poblacion total generada ("pool") en ambos 
tipos de cultivos (mSnail y mock) rue recogida y se procedio a la obtencion de clones, 
independientes mediante dilucion. Para ello se sembraron 100 celulas de cada tipo de" 
poblacion en placas P-100 (10 cm diametro) y se crecieron en medio DMEM, 10% suefo ' 

10 bovino fetal y 400 ug/ml de G418. Se obtuvieron colonias independientes resistentes 8^, 
G418 al cabo de 2-3 semanas adicionales, las cuales fueron aisladas por tripsinizacion 
utilizando cilindros de clonaje (5 mm de diametro interno) y amplificadas por sucesivos 
pases en placas de cultivo de tamafio progresivo (T6->F12.5->F25->F75) manteniendo la 
presion del antibiotico en todas las fases del cultivo. Se aislaron un total de 10 clones : " 

15 independientes de la transfeccion de mSnail y 6 clones independientes de la transfecciQn : * 
mock. Los diferentes clones fueron analizados para la expresion de cadherina E :y:* 
plakoglobina mediante inmunofluorescencia (analisis por microscopia confocal) e 
inmunotransferencia, y para expresion de mSnail mediante RT-PCR tras extraccion del..'" 
RNA-polyA+ de los diferentes clones y el uso de amph'meros adecuados para amplificar un" : 

20 fragmento de 388 pares de bases, segiin la secuncia del cDNA de mSnail. 



Ejemplo 3. Obtencion de tumores 

a) Tumores inducidos en ratones inmunodeprimidos por las h'neas celulares 

Los tumores se indujeron en ratones macho atimicos nu/nu de la cepa BalC de 8 
semanas de edad mediante inyeccion subcutanea de celulas PDV, HaCa4 o CarB como se 
ha descrito [Navarro, P. et al. A role for the E-cadherin cell-cell adhesion molecule in 
tumor progression of mouse epidermal carcinogenesis. J. Cell Biol. 115, 517-533 (1991)]. 
Las diferentes Hneas celulares se crecieron a confluencia en botellas F75, se tripsinizaron y 
resuspendieron en tampon Fosfato salino (PBS) a una densidad de lxlO 7 celulas/ml en 
PBS. Las celulas se inyectaron subcutaneamente en los dos flancos de cada raton (lxl 0 6 
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celulas/sitio inyeccion) utilizando jeringas de insulina y agujas hipodermicas de 25 gauge. 
Habitualmente se inoculan 3 animales por cada linea celular (6 sitios de inyeccion/linea). 
Los animales se obtuvieron de la unidad de produccion de IFA-CREDO (France) y se 
mantuvieron en condiciones esteriles en la instalacion especifica para estos animales en el 
animalario del Instituto de Investigaciones Biomedicas (IIB) y de acuerdo con las normas 
institucionales de manejo de animales. Los animales inyectados se observaron 3 veces por 
semana, determinandose la aparicion de los tumores por inspeccion visual y medida de su 
tamano mediante un calibre. Los animales fueron sacrificados por asfixia en eter cuando los' 
tumores alcanzaron un tamano de 1.5-2.0 cm de diametro externo. Los tumores fuerdn*' 
extirpados, una fraccion de ellos fijada en formaldehido para posterior analisis histologico^ # 
y el resto fue congelado inmediatamente en isopentano enfriado en un bano de nitrogeno" 
h'quido directamente o embebidos en OCT (TissueTek). Las muestras fueron almacenadas a 
-70°C hasta su posterior utilizacion. 



15 b) Induccion de tumores en la piel de raton por carcinogenesis quimica „ ( - 

Los tumores se indujeron en la piel dorsal de ratones BalC de 8-10 semanas de.- 
edad, obtenidos en la unidad de produccion del animalario del IIB, mediante el protocolo 
de dos estadios DMBA/TPA como se ha descrito [Cano, A. et al. Expression pattern of the_ 
cell adhesion molecules E-cadherin, P-cadherin and integrin is altered in pre-malignant skmt 

20 tumors of p53-deficient mice. Int. J. Cancer 65, 254-262 (1996)]. Una semana previa al", 
inicio del experimento, el dorso de los animales (20 en total) fue rasurado, tras lo cual se\ 
aplico topicamente una dosis unica del carcinogeno dimethylben(z)antraceno (DMBA) a 
una concentracion de 50(ug/ml disuelto en.acetona. Una semana despues se inicio la 
promocion mediante aplicacion topica del ester de forbol tetradecanoylphorbolacetate 

25 (TP A) a una concentracion de 50(^ig/ml disuelto en etanol. El TPA fue aplicado cada 3 di'as 
durante un total de 30 semanas. Los animales se mantuvieron en observacion semanal hasta 
un total de 50 semanas. Al cabo de 10 semanas de tratamiento con TPA se detecto la 
aparicion de los primeros tumores de tipo papiloma que prosiguieron apareciendo a lo largo 
del tratamiento y posteriormente, obteniendose una media de 5-6 tumores/raton. Una 

30 pequena proporcion de los papilomas (5%) progresaron tras cesar el tratamiento con TPA 
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hacia carcinomas. Los animales fueron sacrificados a diferentes intervalos y los tumores 
extraidos y congelados como se ha descrito anteriormente. 
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REIVINDICACIONES 

1. -^nail,.nuVo/marcador de pronostico tumoral y proteina diana para la identification de 
nuevos compuestos antitumorales. 

2. Un metodo para determinar la capacidad invasiva y metastasica de un tumor epitelial, 
caracterizado por las siguientes etapas: 

a) la determination de la presencia de un marcador pronostico,. Snail, en la muestra 
biologica obtenida de dicho tumor, y 

b) la comparacion de la presencia de este marcador pronostico con la ausencia de*l : * 
mismo en una muestra control, y en donde dicha presencia es indicativa die" 
capacidad invasiva y metastasica de dicho tumor epitelial 

3. Metodo segun la revindication 2, caracterizado porque la determination especifica de "la" 
presencia de dicho marcador pronostico Snail se realiza mediante la utilization de*' 
anticuerpos espetificos anti-Snail generados a partir de proteina recombinante Snail. 

4. El metodo segun la revindication 2, caracterizado porque la determination especifica .'. 
de la presencia de dicho marcador pronostico Snail se realiza mediante un ensayo de"** 
hibridacion in situ para un precursor genetico de dicho marcador pronostico. 

5. El metodo segun la revindication 2, caracterizado porque la determination especifica de 
la presencia de dicho marcador pronostico Sanil se realiza mediante ensayo de RT-PGR *: 
para un precursor genetico de dicho marcador pronostico, a partir de la extraction de RN*4"*i 
polyA+ de muestras tumorales y tejido control y la amplification de secuencias*'" 
codificantes del marcador pronostico utilizando amplimeros adecuados. ***** 

6. Un metodo para identificar un compuesto con capacidad antiinvasiva y antimetastasica 
de celulas tumorales caracterizado por las siguientes etapas: 

a) anadir dicho compuesto a las celulas transformadas con capacidad de expresar el 
marcador pronostico Snail, 

b) deterninacion de la disminucion o elimination total de la capacidad de expresar 
dicho marcador de pronostico en esas celulas transformadas, 

c) y la selection de dicho compuesto para el tratamiento de la invasion y 
metastasis tumoral si dichas celulas transformadas presentan una disminucion o 
elimination total de la expresion de Snail (y una reversion de sus propiedades 
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invasivas y metastasicas). 

7. Un metodo para identificar un compuesto que inhiba la funcion represora de Snail sobre 
el promotor de cadherina E basado en la utilization de estirpes de levadura S. cerevisiae 
que expresan el gen HIS3 bajo el control del elemento E-pal en su version nativa y mutante, 
y caracterizado por las siguientes etapas: 

a) transformacion de las estirpes de levadura con el vector pACT2-mSnail, que 
contiene la secuencia completa del cDNA de Snail, en presencia y ausencia de 
dicho compuesto, 

b) determinacion del crecimiento de las levaduras transformadas a partir de 3a"*"* 
estirpe que expresa el gen HIS3 bajo el control de E-pal nativo en ausencia de__ 
histidina y leucina y en presencia de 3ATZ, — .. 

c) determinacion del efecto inhibidor de dicho compuesto en las levaduras "' 
transformadas por pACT2-mSnail (Snail mutado) en estirpes de levadura que 
expresan el gen HIS3 bajo el control de E-pal nativo en ausencia de histidina'y.... 
leucina y en presencia de 3 ATZ, 

d) y la seleccion de dicho compuesto para el tratamiento de la invasion .y.**. 
metastasis tumoral si dichas celulas estirpes de S. cerevisiae presentan una 
disminucion o eliminacion total de su capacidad de crecimiento. 

8. Un metodo para identificar un compuesto que inhiba la funcion represora de Snail sobfe" \ 
el promotor de cadherina E basado en la utilization de estirpes de levadura S. cerevisiae 1 . : 
que expresan el gen LacZ bajo el control del elemento E-pal en su version nativa y mutante,*! 
y caracterizado por las siguientes etapas: 

a) transformacion de las estirpes de levadura con el vector pACT2-mSnail, que 
contiene la secuencia completa del cDNA de Snail, en presencia y ausencia de 
dicho compuesto, 

b) determinacion de la actividad (3-galactosidasa de las levaduras transformadas a 
partir de la estirpe que expresa el gen Lac Z bajo el control de E-pal nativo, 

c) determinacion del efecto inhibidor de dicho compuesto en las levaduras 
transformadas por pACT2-mSnail en estirpes de levadura que expresan el gen 
LacZ bajo el control de E-pal mutado, 
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d) y la seleccion de dicho compuesto para el tratamiento de la invasion y 
metastasis tumoral si dichas celulas estirpes de S. cerevisiae presentan una 
deteccion positiva de actividad P-ga!actosidasa. 

9. (Uso de los compuestos seleccionados segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a la 
i 8 |en^ d tratam iento de procesos patologicos humanos^ caracterizados por su capacidad de 

invasion tisular o por su capacidad de metastatizar otros tejidos. 

1 0. >Uso de los compuestos en el tratamiento de procesos patologicos humanos; segun la 
reivindicacion 7 caracterizado porque dicho proceso patologico es un tumor epitelial. 

11. Oligonucleotides caracterizados porque se unen complementariamente al RN*A" 
mensajero de Snail humano y bloquean su expresion. 

\^2>. Una formulacion farmaceiitica que comprenda a un acido nucleico segun la" 
reivindicaciqn 12.) 

13. Uso de la formulacion farmaceutica segun la reivindicacion 12 en el tratamiento de 
procesos patologicos humanos caracterizados por su capacidad de invasion tisular o por su . 
capacidad de metastatizar otros tejidos. . .- 

14. Uso segun la reivindicacion 13 caracterizado porque dicho proceso patologico es ua* 
tumor epitelial. 
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